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GLOSARIO 

 

CPA: Célula presentadora de antígeno 

CTLA-4: Antígeno 4 del Linfocito T citotóxico 

DM: Diabetes Mellitus 

DMT2: Diabetes mellitus tipo 2 

IFN-β: Interferón β 

IFN-γ: Interferón γ 

IgG: Inmunoglobulina G 

IL-1 β: Interleucina 1 

IL-2: Interleucina 2 

IL-6: Interleucina 6 

LB: Linfocito B 

LPS: Lipopolisacárido 

LT: Linfocito T 

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

NK: Células asesinas naturales 

PAMP: patrón molecular asociado a patógenos 

PMBC: Células mononucleares de sangre periférica 

SZC: Estreptozocina 

TCR: Receptor de células T 

TGF β: Factor de crecimiento transformante β 

TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa 
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RESUMEN 

Introducción: Actualmente se desconocen los mecanismos que conducen al 

desarrollo de fragilidad ósea en la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). La 

inflamación sistémica de bajo grado es un factor clave de la fisiopatología de la 

diabetes tipo 2. La inflamación crónica de bajo grado en la DMT2 es 

caracterizada por: infiltración tisular de neutrófilos y macrófagos inflamatorios; 

aumento de la producción de mediadores proinflamatorios; aumento de Th1, 

Th17 y disminución de la respuesta T reguladora. Se desconoce la participación 

de la activación de linfocitos en la inflamación sistémica de la DMT2. Objetivo: 

Determinar la participación de los linfocitos T y B activados de sangre periférica 

en la inflamación sistémica en ratones con DMT2. Material y métodos: Se usó 

un modelo de DMT2 en ratones macho de la cepa C57BL/6 a los que se les 

inhibió la activación de los linfocitos con CTLA4-Ig. Se determinó el perfil 

glucémico, la activación de linfocitos T CD4+, CD8+ y linfocitos B por medio del 

marcador de activación CD69 y la producción de TNF-α en sangre y medula 

ósea. Se estudiaron las poblaciones de eosinófilos y células presentadoras de 

antígeno por citometría de flujo. Resultados: Los ratones diabéticos 

presentaron hiperglicemia, resistencia a la insulina, incremento de las citocinas 

proinflamatorias séricas TNF-α, IL-6 y disminución de la citocina reguladora IL-

10. El CTLA4-Ig inhibió la activación de linfocitos T CD4+ CD69+ en sangre 

periférica y en médula ósea, además los linfocitos CD4 productores de TNF-α y 

un incremento de linfocitos CD4+FoxP3+ reguladores en este sitio, disminuyó la 

concentración sérica de TNF-α, IL-6 e incremento la concentración de IL-10, 

interesantemente, disminuyo la hiperglucemia y la resistencia a la insulina en 

los ratones diabéticos. Conclusiones: Los linfocitos CD4+ activados de médula 

ósea y sangre periférica participan en las alteraciones metabólicas e 

inflamatorias de la DMT2.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. Diabetes mellitus 

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabólica que se caracteriza por 

hiperglucemia, resistencia a la insulina y por una deficiencia absoluta o relativa en 

la secreción de esta hormona. (1) 

Se estima que las cifras de prevalencia e incidencia aumenten en los próximos 

años por circunstancias relacionadas con el progresivo envejecimiento de la 

población, el incremento de las tasas de obesidad, seguimiento de dietas no 

saludables, vida sedentaria y la progresiva urbanización e industrialización. Todos 

estos factores hacen que, en el mundo en el año 2019, se diagnosticaran 463 

millones de personas con DMT2 y tan solo en México la prevalencia de diabetes 

mellitus tipo 2 fue de 12.8 millones de habitantes, ocupando el sexto lugar mundial 

(2), convirtiéndose en una de las principales preocupaciones del sector salud, ya 

que además representa la segunda causa de muerte en nuestro país (3). La DM 

aumenta el riesgo de desarrollar otros problemas de salud como cardiopatías, 

retinopatías, neuropatías, osteopatías, falla renal y amputación de las 

extremidades. (4) 

De acuerdo con la Asociación Americana de Diabetes (5) esta enfermedad se 

clasifica en: 

 Diabetes mellitus Tipo 1 (DMT1): Representa solo del 5 al 10% de las 

personas diabéticas. Es ocasionada por la destrucción de las células β del 

páncreas y se caracteriza por la deficiencia absoluta de insulina, 

cetoacidosis e hiperglucemia severa (5).  

 

 Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2): Representa del 90-95% de las personas 

con diabetes, se caracteriza por resistencia y deficiencia relativa de insulina 

y por hiperglucemia. La mayoría de los pacientes con este tipo de diabetes 

padecen obesidad y sus hábitos son sedentarios, por lo que desarrollan 

resistencia a la insulina, incremento en los niveles de glucosa en sangre y 
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con el paso del tiempo provoca una falla en la función de las células β del 

páncreas y el déficit en la producción de insulina. (5,6) 

La resistencia a la insulina en la grasa visceral conduce a un aumento en la 

producción de ácidos grasos, lo que exacerba la resistencia a la insulina en 

el hígado y los músculos. Las células β del páncreas compensan la 

resistencia a la insulina segregando más insulina, pero en última instancia 

las células β ya no puede compensar, por lo que hay un deterioro de la 

tolerancia a la glucosa y finalmente el desarrollo de diabetes. 

 

 Diabetes mellitus gestacional: Inicia después del tercer trimestre de 

embarazo, se presentan las mismas anomalías fisiológicas que caracterizan 

a la DMT2. Las mujeres con este tipo de diabetes tienen un alto riesgo de 

permanecer con la enfermedad después de la gestación. (5,7) 

 

1.2 Participación de los linfocitos T en la DMT2 

Se ha establecido que tanto la DMT2 como la obesidad pasan por un estado 

inflamatorio crónico de bajo grado, como consecuencia del incremento en la masa 

del tejido adiposo y la producción de citocinas proinflamatorias. En este proceso 

participan distintas células del sistema inmune. Las más estudiadas han sido los 

macrófagos y monocitos, pero recientemente se ha reportado la participación de 

otras células, como neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, células dendríticas, NK, e 

incluso células del sistema inmune adaptativo, como los linfocitos Th1, Th2, Treg, 

Th17 y células B. (8). Se ha informado de alteraciones del funcionamiento de los 

leucocitos, como adherencia, quimiotaxis y actividad bactericida, y citotoxicidad de 

las células NK (9-11). Si bien la respuesta de los anticuerpos suele estar intacta, 

las funciones de las células T se ven parcialmente afectadas (12-13). Sin 

embargo, todavía existe una gran controversia en torno a estos hallazgos. 

Desde que se reportó un incremento de células CD3+ en tejido adiposo de ratones 

y humanos obesos, relacionados con resistencia a la insulina e inflamación (14), 
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ha habido un aumento en la evidencia de la participación de las células CD4+ y 

CD8+ con el inicio y progresión de la obesidad y DMT2. 

Cuando las células CD8+ son transferidas a ratones CD8-/- (deficientes de 

linfocitos CD8+) se incrementa la infiltración de macrófagos M1 al tejido adiposo, 

los niveles de expresión de IL-6 y TNF-α y se agrava la intolerancia a la glucosa y 

resistencia a la insulina (20). Esto sugiere que la obesidad promueve la activación 

de células T CD8+ en el tejido adiposo, que, a su vez, conduce al reclutamiento, 

diferenciación y activación de los macrófagos a través de mediadores 

proinflamatorios, lo que lleva finalmente a la resistencia a la insulina y la DMT2. 

Las células Treg también han sido identificadas en tejido adiposo y han sido 

relacionadas con resistencia a la insulina y obesidad. La caracterización de las 

células Treg del tejido adiposo revela una población distinta de otros órganos 

linfoides, caracterizándose por la capacidad de producción de niveles altos de la 

citocina antiinflamatoria IL-10 (16). 

Estudios en humanos han mostrado que la producción de IL-17 por células T se 

correlaciona con la severidad de la intolerancia a la glucosa, aunado a una baja 

cantidad de células Treg (17). Además, células T de donadores con DMT2 obesos 

muestran un incremento significativo de IL-17 al ser estimuladas in vitro, 

comparadas con células de donadores obesos sin DMT2. 

 

1.3 Proceso de activación de linfocitos T 

La activación de los Linfocitos T inicia con la presentación de un antígeno por 

parte de una célula presentadora (CPA) como célula dendrítica o un macrófago a 

un linfocito T virgen en un órgano linfático secundario, que puede ser el bazo, 

placas de Peyer o el nódulo linfático más cercano al sitio de lesión o del estímulo 

inicial. Las CPA procesan fragmentos del antígeno y lo presentan por medio del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), este es reconocido por el receptor 

de células T (TCR) específico. El MHC de clase II se unirá al TCR de una célula T 

auxiliar CD4+, mientras que el MHC de clase I se unirá al TCR de una célula T 
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citotóxica CD8+. Para que la presentación de antígeno produzca la activación y no 

anergia del linfocito T, es esencial que la presentación permanezca estable y que 

el linfocito T reciba co-estimulación. El CD40 y CD80/86 son moléculas 

coestimuladoras presentes en las CPA que se unen a su receptor CD40L y CD28 

respectivamente en los linfocitos T. (Fig. 1) (18) 

La presentación del antígeno y su co-estimulación inducen vías de señalización en 

el linfocito T que, por un lado, estimula su proliferación clonal y por otro, lo activan 

para la producción de citocinas. Una vez que el linfocito es coestimulado y 

activado en el sitio linfático secundario, este puede salir a través de la circulación 

linfática al sitio de la lesión. (19) 

Un linfocito activado expresa en su superficie marcadores de activación, que son 

proteínas receptoras, coestimuladoras, moléculas de adhesión, receptores de 

quimiocinas o de MHC. Los marcadores de activación tempranos en los linfocitos 

T son CD69 y CD25: 

 CD69 es conocido como el antígeno de activación temprana y es una 

glicoproteína que actúa como un receptor de membrana altamente 

expresado en linfocitos T activos, linfocitos B, asesinas naturales (NK), 

neutrófilos, eosinófilos entre otras células presentes en regiones de 

inflamación. (20) Se conoce como uno de los marcadores que se expresan 

más rápidamente tras la activación de los linfocitos T, B y NK (21) y su 

rápida expresión sugiere que puede aumentar la activación y/o 

diferenciación de los linfocitos T.  

 CD25 es la cadena alfa del receptor de interleucina-2. Es expresada en la 

superficie de linfocitos T maduros activados, linfocitos B, monocitos y 

macrófagos. Cuando se activa el linfocito CD4+, ellos mismos secretan IL-2 

y expresan el CD25 en la superficie, de forma que la IL2 tiene una función 

autocrina para inducir la proliferación clonal. (22) 
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Figura 1. Moléculas de co-estimulación en la activación de linfocitos T. 

Elaboración propia 

 

1.4 CTLA-4-Ig, inhibidor de la activación de linfocitos T   

El CTLA-4-Ig (Abatacept) es un regulador de la co-estimulación e inhibe la 

activación de las células T al interferir con la interacción de CD80 / 86 en las 

células presentadoras de antígeno con CD28 en las células T (23). El CTLA-4-Ig 

se une a la superficie de las células presentadoras de antígeno, como las células 

dendríticas y los macrófagos a través de CD80 / 86. Los monocitos pueden 

diferenciarse en los osteoclastos, las células primarias que reabsorben los huesos. 

(Fig. 2). (24) 

La activación de los dos subgrupos de células T, CD4+ y CD8+ depende de la co-

estimulación del receptor CD28. Las células T CD4+. Éstas, reconocen los 

péptidos ofrecidos por las moléculas de la clase II del MHC presentes en las CPA. 

Ambos subtipos de células T son activados mediante la co-estimulación con 

CD28, aunque la activación de las células T CD8+ es menos dependiente de esta 

vía de co-estimulación. De hecho, mientras todas las células CD4+ expresan el 

receptor CD28 en su membrana, esto sólo ocurre en alrededor del 50% de las 
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CD8+. Además, las células CD4+ han demostrado exhibir una mayor respuesta a 

la unión a CD28 (25). 

La activación de las células T CD4+ es el punto de partida de una cascada de 

fenómenos proinflamatorios con producción de gran cantidad de citocinas y 

proliferación celular que, en caso de perpetuarse de forma mantenida da lugar a 

una inflamación crónica muy activa. 

Figura 2. Mecanismo de acción del Abatacept: CPA: célula presentadora de 

antígeno; MHC: complejo principal de histocompatibilidad; TCR: receptor de 

células T. Elaboración propia 

 

2. ANTECEDENTES 

 

En los pacientes con DMT2 se han reportado alteraciones en las poblaciones, 

observando un desbalance en las células de tipo Th1, Th17 y Treg (26) 
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Principalmente se ha observado un incremento en las células Th17 y Th1, así 

como una disminución en la población Treg, lo cual promueve la inflamación y la 

resistencia a la insulina (17). 

Al igual que los pacientes con DMT2, la DMT1 también muestra alteraciones en la 

población de Th17 y disfunción en las células Treg. Sin embargo, estas 

condiciones sólo se observaron en los nódulos pancreáticos, no así en sangre 

periférica (27). 

Recientemente, estudios han revelado la participación de las células B en la 

regulación de la inflamación en la DMT2, ya que estas células activan de manera 

directa a las T, promoviendo un proceso inflamatorio (28). Las células B aisladas 

de sangre periférica de pacientes con DMT2 producen niveles elevados de IL-8, 

en comparación con sujetos sanos (29). En modelos animales con DMT1 se 

determinó que la muerte de las células B del páncreas induce la activación y el 

reclutamiento de neutrófilos y células dendríticas. Se lleva a cabo una serie de 

señales intracelulares que culminan con la liberación de IFN- α, promoviendo así 

el desarrollo de la enfermedad (30). 

La implicación de células T en la obesidad y DMT2 es muy importante debido a su 

papel crucial en diversos procesos inflamatorios (31-32). Desde que se reportó un 

incremento en la frecuencia de células CD3+ en tejido adiposo de ratones y 

humanos obesos, relacionados con resistencia a la insulina e inflamación (14), ha 

habido un aumento en la evidencia de la participación de las células CD4+ y 

CD8+ con el inicio y progresión de la obesidad y DMT2. 

Uno de los principales mecanismos de defensa del sistema inmunológico innato 

contra la infección microbiana es la producción de citocinas proinflamatorias para 

eliminar los patógenos invasores. Se examino si esta función está intacta o no en 

pacientes con DMT2. Cuando se estimularon las células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) con diferentes dosis de lipopolisacárido (LPS), un 

patrón molecular asociado a patógenos (PAMP), la respuesta a la dosis de LPS 

de la secreción de TNF-α no fue estadísticamente diferente entre los grupos de 
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control de DMT2 y sanos. En este mismo estudio se analizaron monocitos, las 

células NK, linfocitos T y linfocitos B, que se dividieron en células vírgenes y de 

memoria mediante la expresión de CD27. Los pacientes con DMT2 tenían 

frecuencias similares de células T, incluidos los subconjuntos de células T CD4+ y 

CD8+, células NK, monocitos en comparación con los individuos control. El 

porcentaje de células B totales y subconjuntos B vírgenes fue mayor en DMT2 

que en la población control, mientras que lo contrario ocurrió en el subconjunto de 

células B de memoria. Entre las cuatro subpoblaciones de células T CD4+ y 

CD8+, la proporción de células efectoras fue mayor en DMT2 que en el grupo de 

control (33). En pacientes con DMT2, se encontró que no había diferencias en la 

composición de los subconjuntos de células T CD4+ en comparación con el grupo 

control. Sin embargo, hay varios informes anteriores que sugieren que las 

frecuencias de Th1 y Th17 están elevadas en la sangre de las personas con 

DMT2 en comparación con los sujetos de control. (26,34-35) 

 

3. JUSTIFICACIÓN 
 

La inflamación provocada por la hiperglicemia en la DMT2 a nivel sistémico, 

manifestada por el incremento de citocinas proinflamatorias séricas, podría ser 

debido al incremento de linfocitos T efectores o activados productores de citocinas 

en diferentes tejidos como en sangre o médula ósea. El conocimiento sobre el 

desarrollo y origen la inflamación en la DMT2 podría a servir para identificar 

blancos terapéuticos para el tratamiento de la DMT2 y sus complicaciones como 

las cardiopatías, retinopatía, neuropatías o de la enfermedad periodontal. 
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¿La inhibición de la activación de linfocitos T disminuye la concentración sérica de 

citocinas proinflamatorias en un modelo murino de DMT2? 

 

 

 

 

5. HIPÓTESIS 

 

Si ratones con DMT2 son tratados con el inhibidor de la activación de linfocitos 

T, CTLA4-Ig se disminuirán las citocinas proinflamatorias séricas 

 

 

6. OBJETIVOS 

 

General 

Evaluar la influencia de la activación de linfocitos T de sangre periférica en la 

concentración sérica de citocinas proinflamatorias en ratones con diabetes tipo 

2.  

 

Particulares 

En un modelo murino de DMT2, tratado con el inhibidor de la activación de 

linfocitos T (CTLA4-Ig) o IgG como control de Isotipo: 

1. Determinar la influencia de la inhibición de la activación de linfocitos T en 

la DMT2 por medio de medir la glucemia y la sensibilidad a insulina. 

2. Determinar la activación de linfocitos T y B de sangre periférica y médula 

ósea por medio de citometría de flujo. 

3. Determinar el estado inflamatorio sistémico a través de la cuantificación 

de citocinas de perfil Th1, Th2 y Th17 

Margarita
Texto escrito a máquina
4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 



12 
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

Para cumplir con los objetivos planteados, se diseñó una estrategia 

experimental en donde se resumen los métodos utilizados para la obtención 

de resultados. 
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Se utilizaron 24 ratones de la cepa C57BL/6 de cuatro semanas de edad, 

obtenidos del Laboratorio de Investigación Odontológica de la Facultad de 

Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Los cuáles se dividieron al azar en cuatro 

grupos experimentales: uno sano (n=6), y tres a los que se les indujo DMT2 

(n=6 por grupo). Se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con 

acceso libre de agua y alimento. 

La DMT2, se indujo a través de la administración de una dieta de cafetería para 

provocar obesidad y resistencia a la insulina desde las 4 semanas, hasta el 

momento del sacrificio (24 semanas de edad) y por la administración 

intraperitoneal con bajas dosis de estreptozocina (SZC) durante 7 días, a partir 

de las 10 semanas de edad (36), esto con el objetivo de provocar una 

deficiencia parcial de insulina que se asemeja a lo presentado en la DMT2. En 

concreto, el primer día se administra una dosis de 50mg/Kg y los días 2-7 se 

administra una dosis de 25mg/Kg. Los ratones se consideran diabéticos al 

alcanzar una concentración de glucosa sanguínea por encima de 250mg/dL. 

Como control negativo en la activación de linfocitos T, dos de los grupos a los 

que se les inducirá diabetes, son tratados con CTLA4-Ig (Abatacept, Ohrencia, 

Bristol Myers) o con IgG de humano (Sigma) como control isotipo (500 µg por 

ratón, tres veces a la semana), durante cuatro semanas a partir de las 19 

semanas de edad. la 

Al momento del sacrificio, se obtuvieron cuidadosamente la sangre periférica 

por punción intracardiaca y la médula ósea, que se utilizará para evaluar los 

linfocitos activos y la concentración de citocinas por medio de citometría de 

flujo. 

 

 

Composición dietética 

Los ratones a los cuales se les indujo la DMT2, fueron alimentados con pellets 

modificados de acuerdo con lo reportado por do Nascimento et al., 2013, que 

Margarita
Texto escrito a máquina
8. MATERIAL Y METODOS 

Margarita
Texto escrito a máquina
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tienen un contenido de 20% de alimento estándar (Teklad 2018s, ENVIGO), 

13.95% de chocolate, 13.95% cacahuates, 6.97% galletas y 44.2% de leche 

condensada azucarada, suplementada con agua de chocolate ad libitum. A los 

ratones control, se les administró dieta estándar y agua ad libitum. El contenido 

dietético de ambos tipos de dieta se muestra en la tabla.   

 

 

 

 

 

Dieta hipercalórica: Contenido energético: 3.32 Kcal/g 

Pellets de LabDiet 

5010 

37.5% 15% proteína  

Cacahuates 25% 46.5% grasa 

Galletas 12.5%  

Leche condensada  25%  

Agua con chocolate (50g/L) 

Dieta estándar: Contenido energético: 1 Kcal/g 

Proteína 20% 

Carbohidratos 70% 

Grasa 10% 

Agua embotellada 

Tabla 1. Información nutrimental de la dieta de cafetería utilizada para inducir obesidad y de la 

dieta estándar utilizada como control experimental. 

 

 

 Dieta hipercalórica 

(100g) 

Dieta estándar 

(100g) 

Kcal 332.25 100 

Proteínas (g) 17.47 18.6 

Lípidos (g) 28.3 6.2 

Carbohidratos (g) 55.5 44.2 

38.5% Carbohidratos 
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Se realizaron curvas de resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, una 

semana después de la administración de SZC, a las 13 semanas de 

experimentación y una semana antes del sacrificio; para la toma de glucosa, se 

dejaron a los ratones en ayuno durante 4-6 horas. 

El procedimiento consiste en realizar una incisión de la vena safarena lateral de 

la cola y se determinó la concentración de glucosa sanguínea con un 

glucómetro Accu-Check en los minutos 0, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 después de 

que se administró la glucosa (1g/Kg de peso del ratón) o la insulina (0.5 U/Kg 

de peso de ratón) según sea el caso. De la sangre restante se obtendrá el 

suero sanguíneo por medio de centrifugación y se midierón los niveles de 

insulina. 

 

Medición de peso, circunferencia abdominal e índice de masa 

corporal 

Se pesaron diariamente los ratones. Y cada semana se medió la circunferencia 

abdominal y la talla bajo los efectos de la anestesia inhalada (isoflurano) 

obteniendo el índice de masa corporal (IMC) mediante la fórmula peso/talla. 

 

Citometría de flujo 

Se caracterizaron las poblaciones de linfocitos, y células presentadoras de 

antígeno por citometría de flujo. Al momento del sacrificio, se aislaron los 

leucocitos de sangre periférica por gradiente de densidad con Histopaque y las 

células de médula ósea del fémur de los ratones. Las células obtenidas se tiñeron 

con anticuerpos acoplados a fluorocromos para identificar las poblaciones 

celulares de linfocitos y APC´s:  CD3+/PE, CD4+/FITC, CD8+/PerCP; CD19+/APC 

Cy7 y CD69+/Alexa 700; CD11b+/APCCy7, CD11c+/FITC y MHCII+/PECy5. Se 

capturaron 30 000 eventos con el citómetro de flujo FACSAria III (BD) y el software 

BD FACSDiva. Los datos se analizarán con el software FlowJo 10.6.2 

 

Margarita
Texto escrito a máquina
Medición de la glucemia 
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Cuantificación de citocinas pro-inflamatorias 

Cuantificamos las concentraciones séricas de IL-2, IL4, IL-6, IFN-γ, TNF-α, IL-17A 

e IL-10 con un arreglo de perlas con el kit comercial “BD Cytometric Bead Array 

(CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit” (BD Biosciences, San José CA, EE. 

UU.), en un citómetro de flujo (FACSAria III, BD).    

 

Análisis estadístico.  

Todos los grupos experimentales, tuvieron una n de 6. Se analizaron la 

distribución de los datos y se determinó las diferencias estadísticamente 

significativas entre los grupos mediante un análisis de varianza (ANOVA), seguido 

por el post-hoc de Tukey, utilizando el software GraphPad Prism 6. Las diferencias 

se considerarán estadísticamente significativas si *p≤ 0.05. 
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9. RESULTADOS 

 

Los resultados mostraron que los ratones con DMT2, DMT2-CTLA-4 y DMT2-IgG 

tuvieron un incremento significativo en el peso, el índice de masa corporal (IMC) y 

la circunferencia abdominal en comparación con los ratones controles (Figura 3). 
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Figura 3. Resultados de las mediciones de a) peso, b) índice de masa corporal y c) circunferencia, 

obtenidos de los diferentes grupos experimentales: DMT2, CTLA-4, Control. Los gráficos 

representan la media ± EEM. *p≤ 0.05 vs control 

 

Al momento del sacrificio se obtuvo el tejido adiposo abdominal de todos los 

ratones, observando que los ratones con DMT2 presentaron un mayor contenido 

de tejido adiposo en comparación con el control sano, lo que demuestra que estos 

ratones desarrollaron obesidad (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

c) 
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Figura 4. Resultados de la grasa abdominal obtenida al momento del sacrificio de los diferentes 

grupos experimentales: DMT2 (n=9), CTLA-4 (N=5), Control (n=13). Los gráficos representan la 

media ± EEM: DMT2 *p≤ 0.05 vs control 

El incremento en el peso, IMC, circunferencia abdominal e incremento en el tejido 

adiposo es consistente con el incremento de consumo calórico en los grupos 

experimentales (Figura 5). 
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Figura 5. Resultados de a) consumo calórico y de b) alimento obtenido de los diferentes grupos 

experimentales: DMT2, CTLA-4, Control. Los gráficos representan la media ± EEM *p≤ 0.05 vs 

control 

Los ratones de los grupos DMT2 y DMT2/h-IgG desarrollaron hiperglucemia en 

comparación con los ratones sanos, lo que indica el establecimiento de DMT2. Por 

a) 

b) 
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el contrario, la administración de CTLA4-Ig provocó una disminución en los niveles 

de glucosa en los ratones diabéticos (≤ 200 mg/dL) (Figura 6) 
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Figura 6. Niveles de glucosa en los diferentes grupos de estudio. Los gráficos representan la 

media ± EEM. *p≤ 0.05 vs control; # p≤ 0.05 vs DMT2; & p≤ 0.05 vs CTLA4-Ig; % p≤ 0.05 vs-h-IgG 

 

Para determinar si el incremento de glucosa en los ratones con DMT2 y la 

disminución en los ratones tratados con CTLA-4 se debía a alteraciones en el 

metabolismo de la glucosa y la resistencia a la insulina, se realizaron ensayos de 

tolerancia a la glucosa y tolerancia a la insulina. Los ratones de los grupos DMT2 y 

DMT2/h-IgG tuvieron intolerancia a la glucosa, y una menor sensibilidad a la 

insulina en comparación con los ratones sanos, la administración de CTLA4-Ig 



23 
 

mostraron una mayor sensibilidad a la insulina en comparación con los ratones de 

los grupos DMT2 y DMT2/h-IgG (Figura 7) 
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Figura 7. Resultados del a) ensayo de tolerancia a la glucosa y b) tolerancia a la insulina, 

obtenidos de los diferentes grupos experimentales: DMT2, CTLA-4, Control. Los gráficos 

representan la media ± EEM. *p≤ 0.05 vs control; # p≤ 0.05 vs DMT2; & p≤ 0.05 vs CTLA4-Ig; % p≤ 

0.05 vs-h-IgG 

Determinamos los niveles de citocinas pro y anti-inflamatorias en el suero dado 

que se ha demostrado que los pacientes con DMT2 presentan un estado 

inflamatorio crónico de bajo grado, el cual se sabe participa en la fisiopatología de 

la DMT2 y en la activación de las células inmunitarias como los linfocitos. Los 

ratones con DMT2 tuvieron un incremento significativo en la concentración de 

TNF-α, IL-6 y una disminución significativa de la IL-10 en comparación con los 

ratones sanos, lo que sugiere un estado inflamatorio sistémico. Contrariamente, la 

administración de CTLA4-Ig redujo la concentración de TNF-α y de IL-6 e 

incrementó la concentración de IL-10 en comparación con los ratones de los 

grupos DMT2 Y DMT2/h-IgG (Figura 8) 
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Figura 8. Resultados de la cuantificación de citocinas en suero obtenidos de los diferentes grupos 

experimentales: control. Los gráficos representan la media ± EEM. *p≤ 0.05 vs control; # p≤ 0.05 vs 

DMT2; & p≤ 0.05 vs CTLA4-Ig; % p≤ 0.05 vs-h-IgG 

Con el objetivo de determinar las células que podrían estar promoviendo la 

inflamación sistémica y debido a que se ha propuesto que las células inmunes 

activadas pueden migrar a la médula ósea por circulación sanguínea, analizamos 

las poblaciones de linfocitos T y B y células presentadoras de antígeno en sangre 

periférica.   

Los ratones del grupo DMT2 tuvieron el mismo porcentaje en las poblaciones de 

linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+ y de linfocitos B CD19+ que los ratones sanos 

(Figura 9). Sin embargo, hubo un incremento en la expresión del marcador de 

activación CD69 en los linfocitos T CD4+ y CD8+ Además, los ratones diabéticos 

mostraron un incremento en la cantidad de linfocitos CD4+ productoras de TNF-α, 

pero no de linfocitos Th17 o Tregs (Figura 9). 

La administración de CTLA4-Ig en los ratones diabéticos mantuvo el porcentaje de 

las poblaciones de linfocitos, disminuyo la expresión del marcador de activación 

CD69 en los linfocitos T CD4+ y CD8+, y parece disminuir la cantidad de linfocitos 

CD4+ productoras de TNF-α en comparación con los ratones del grupo DMT2. El 

control isotipo se comportó similar a los ratones diabéticos sin el inhibidor (Figura 

9) 
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Figura 9. Resultados de la activación de linfocitos de sangre periférica. a) análisis del porcentaje 

de linfocitos T y B de sangre periférica, b) la intensidad media de fluorescencia del marcador de 

activación CD69 en las subpoblaciones de linfocitos T y en linfocitos B. c) gráficos de puntos 

representativos del análisis por citometría de flujo de las poblaciones de linfocitos Th17, CD4+ 

productores de TNF y linfocitos Tregs. Los gráficos representan la media ± EEM. *p≤ 0.05 vs 

control; # p≤ 0.05 vs DMT2; & p≤ 0.05 vs CTLA4-Ig; % p≤ 0.05 vs-h-IgG 

Con el objetivo de identificar la posible participación de los linfocitos en la 

generación de un microambiente proinflamatorio en el tejido óseo analizamos la 

presencia de linfocitos activados en la médula ósea. 

Los resultados obtenidos de los ratones del grupo DMT2 mostraron el mismo 

porcentaje en las poblaciones de linfocitos T CD3+, T CD8+ y de linfocitos B CD19+ 

pero con un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD4+. (Figura 10) Los 

linfocitos T CD4, tuvieron una mayor expresión de CD69, y observamos un 
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incremento de linfocitos Th17 y una disminución de Tregs, todo esto en 

comparación con los ratones sanos. 

Los ratones del grupo DMT2/CTLA4-Ig presentaron una disminución en la 

población de linfocitos T CD4+, una disminución en la expresión de CD69 en 

linfocitos T CD4+, una disminución de linfocitos Th17 y un incremento de linfocitos 

Tregs en comparación con los ratones diabéticos que no recibieron el inhibidor. El 

control isotipo se comportó similar a los ratones diabéticos sin el inhibidor (Figura 

10) 
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Figura 10. Resultados de la activación de linfocitos de sangre periférica. a) análisis del porcentaje 

de linfocitos T y B de sangre periférica b) análisis de la intensidad media de fluorescencia del 

marcador de activación CD69 en las subpoblaciones de linfocitos T y en linfocitos B. c) gráficos de 

puntos representativos del análisis por citometría de flujo de las poblaciones de linfocitos Th17, 

CD4+ productores de TNF y linfocitos Tregs. Los gráficos representan la media ± EEM. *p≤ 0.05 vs 

control; # p≤ 0.05 vs DMT2; & p≤ 0.05 vs CTLA4-Ig; % p≤ 0.05 vs-h-IgG 

 

10. DISCUSIÓN 

En este estudio determinamos Encontramos que al inhibir la activación de 

linfocitos T con el fármaco CTLA4-Ig, los ratones diabéticos tuvieron una 

disminución en los niveles de glucosa en sangre, en la concentración de citocinas 
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proinflamatorias a nivel sistémico y en la expresión del marcador de activación 

CD69 en linfocitos T CD4+ de medula ósea. 

Resulta interesante que la administración de CTLA4-Ig en los ratones diabéticos 

incrementó la sensibilidad a la insulina, lo que explica la reducción en la 

concentración de glucosa en sangre, además de la reducción en la concentración 

de TNF-α e IL-6 a niveles cercanos a los ratones sanos. Estos resultados 

concuerdan con lo reportado por Moraes-Vieiria et al. (2016), que observaron que 

la administración de CTLA4-Ig en ratones diabéticos “RPB4-Ox”, redujo la 

resistencia a la insulina, la hiperglucemia y mejoró el metabolismo de la glucosa a 

través de la disminución en la inflamación en el tejido adiposo. Esto sugiere que 

los linfocitos T activados podrían participar en la fisiopatología de la DMT2, 

probablemente al favorecer el incremento de TNF-α e IL-6 a nivel sistémico, que 

se sabe son inductoras de resistencia a la insulina (Hotamisligil et al., 1996 y 

Senn et al., 2003).  

Considerando que la inflamación sistémica en la DMT2 se ha asociado con el 

incremento de linfocitos proinflamatorios activados en circulación de pacientes con 

DMT2 (Senn et al. en 2003), analizamos las poblaciones celulares de linfocitos en 

sangre periférica y bazo, en donde observamos un incremento de linfocitos T 

activados, que parecen tener un perfil proinflamatorio al ser productoras de TNF-α 

e IL-17 

Es posible que los linfocitos T activados que encontramos incrementados a nivel 

sistémico, puedan migrar a distintos tejidos como el tejido adiposo, incrementado 

en nuestros ratones diabéticos, y ahí favorezcan un ambiente inflamatorio debido 

a que se ha observado en explantes de tejido adiposo visceral, la presencia de 

linfocitos proinflamatorios Th17 productores de IL-1β, IL-6 e IL-17, que puede 

contribuir a la inflamación sistémica (Pandolfi et al., 2016) y al infiltrado de células 

presentadoras de antígeno (Kinstcher et al., 2008) 

Se ha reportado una disminución de linfocitos T reguladores (Tregs) en tejido 

adiposo (Burhans et al., 2018). Todo esto nos sugiere que los linfocitos T 



31 
 

proinflamatorios pueden ser un eslabón clave en el mecanismo por el cual la 

inflamación del tejido adiposo y por tanto la sistémica no se resuelve en la DMT2. 

Por lo que sería importante estudiar si los linfocitos T provocan la inflamación 

sistémica y la resistencia a la insulina a través de favorecer el microambiente 

proinflamatorio en el tejido adiposo en la DMT2.  

Además de migrar al tejido adiposo, se ha demostrado que los linfocitos activados 

pueden migrar a la médula ósea (Olson et al., 2015) y favorecer el desarrollo de 

un microambiente proinflamatorio al secretar citocinas como TNF-α e IL-17 que 

inducen la sobreproducción del RANK-L, lo que a su vez afecta la salud del hueso 

(Di Rosa et al., 2005; Hazra et al., 2013; Cortez et al., 2013). Es posible que esto 

esté ocurriendo en nuestro modelo ya que observamos que los ratones diabéticos 

tuvieron un incremento de linfocitos T CD4+ activados en medula ósea, que 

además tienen un perfil proinflamatorio al secretar IL-17 y TNF-α 

Además, los ratones diabéticos tratados con CTLA4-Ig tuvieron una disminución 

de los linfocitos T CD4+ activados, de linfocitos CD4+ productores de estas 

citocinas y una reducción de TNF-α en el hueso, sumado al incremento de 

linfocitos Tregs. Lo que sugiere que el incremento de linfocitos activados en la 

médula ósea puede estar favoreciendo la generación de un microambiente 

proinflamatorio en el hueso. Sin embargo, desconocemos los mecanismos por los 

cuales estos linfocitos activados proinflamatorios se incrementan en la médula 

ósea de los ratones diabéticos. Pensamos que es posible que estén migrando de 

circulación en respuesta a un incremento de SDF1, el cual se ha visto 

incrementado en la médula ósea de ratones con hiperglucemia (Ferraro et al., 

2011; Hazra et al., 2013). 

 

11. CONCLUSIONES 

Los linfocitos CD4+ activados de sangre periférica y de médula ósea participan 

en la inflamación sistémica en la DMT2 y podrían tener un papel importante en el 

desarrollo de resistencia a la insulina y el establecimiento de la hiperglucemia. 
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Cabe destacar que los inhibidores de la activación de linfocitos como el CTLA4-

Ig, podrían representar una estrategia de tratamiento para contrarrestar la 

progresión de la DMT2 y el desarrollo de complicaciones como cardiopatías, 

retinopatía, neuropatías o de la enfermedad periodontal. 
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